清酒酵母の香気生成機構に関する研究 by 秋田 修
清酒酵母の香気生成機構に関する研究
著者 秋田 修
号 404
発行年 1990
URL http://hdl.handle.net/10097/16603
氏 名(本籍)
学 位 の 種 類
学 位 記 番 号
学位授与年月 日
学位授与の要件
学 位 論 文 題 目
論 文 審 査 委 員(主
あき た お さむ
秋 田 修
博 士(農 学)
農 第404号
平 成2年12月13日
学位 規則第5条 第2項 該 当
清酒酵母の香気生成機構に関す る研究
査)教 授 伊 崎 和 夫
教 授 小 島 邦 彦
教 授 一 島 英 治
一141一
論 文 内 容 要 旨
逓
1、清 酒は 、麹の酵 素作用 に よ る蒸米 の溶解 糖化 と酵母 に よるアル コール 発酵
が同時 に進行す る並行 複発 酵形式 に よ り醸造 され る。並行複 発酵形 式は高 濃度仕
込 み を可 能 と し、高濃 度の アル コ ール を生 成す るこ とがで きる優れ た発酵 形式 で
あ るが 、発酵管 理上重 要 とされ る糖化 と発酵の 調和 を保つ ことが難 しく製 造管理
には専門 技術 が要求 され る 。この点 を解決 す る方法の1つ と して 、糖化 と発酵 を
分 離 した 発酵形 式 によ る清 酒の製 造が考'えられ る。この方 法に よれ ば糖化 と発酵
を独立 に制御 で き、製造管 理の 単純化 、自動 化が期待 され 、再現 性 よ く安定 した
品質 の製品 の製造 が容易 とな る 。以上 の よ うな理 由か ら糖 化 と発 酵 を分 離 した方
法(糖 化 後 発酵法)に よ る清酒 醸造の 基礎的 条件確立 につ いての 研究 を行 った 。
2、 香気成 分は醸 造酒 の品質 に大 き く影響 を与 える要因 の一つ で あ り、主 に発
酵期間 中酵母 に よ り生成 され る 。通 常の清酒 醸造は 並行複 発酵 であ るこ と、 もろ
みが固 液混合 系で あ るこ とな ど 、実験系 と しては制御 や解析 が難 しく、酵母 の香
気 生成機構 解明 のための系 と して は好 適で はな い。 この点 にお いて糖化 後発 酵法
は糖化 と発 酵が分 離 され てお り、 さらに糖化 液 を使 用す る ことによ り均 一系 とな
り、実験系 と しての制御 は容易 で あ る。そ こで糖 化後発 酵法 を活用 し、清酒 酵母
の高級 アル コール 生成機 構 とエ ス テル生成 機構 につ いて の研究 を行 った 。
3、 さらに上 記で得 ちれ た知 見 に基づ き、香気 生成 に特徴 を有す る酵母 の育 種
とその清 酒醸造へ の応用 につ いて の研究 を行 い、実 用上 い くっか の成果 を得 た 。
董1章 糖 化 後 発 酵 法 の 確 立1)・2}'3》'4)
糖化後 発酵法 に よる清 酒醸造 を確立 す るための 好適な糖化 条件 と発酵条 件 にっ
いて検討 した 。糖化 に関 しては 白米 と麹 を原料 とし、① 白米 を蒸煮 しカ ユ状 にす
るこ とに よ り原 料利用率 が 向上 す る。②耐熱 性液 化酵素剤 で75℃ 、30分の液 化 、
麹 と糖化 酵素剤 の併用 で55℃ 、5時 間 の糖化 に よ り原 料利 用率80-85%の糖化 液
を得 るこ とが で きる。③麹 ・水 の使用 量 を変 えるこ とによ り、糖濃 度お よび糖組
成の異 な る糖化 液 を調製 で きる 。な どの点 を明 らかに した。
また 、発酵条件 に関 しては 、①濃度:の高 い糖化 液 を使用す ると有機 酸の 生成量
が多 くなる 。②初 発酵母 数は5x106/畝が最適 で ある 。③発酵初.期に撹拝す る と酵
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母の増 殖が よ くな り、ア ミノ酸 の消費 量の 増加 、香気成分生 成量 の増加 な どに有
効で あ る、な どの点 を明 ちかに した 。
第 π章 清 酒 酵 母 の高 級 ア ル コ ール の 生 成 機 構4》・5}・10}・1')
.皿一1高 級 ア ル コ ニル 生 成 に 対 す る ア ミ ノ酸 の 影 響4)・5)
高級 アル コ ール類 の酵母 に よる生 成は 、Fig,1に示す よ うにア ミノ酸の代 謝 と
密接 な関係 にあ り、酵 母 に取 り込 まれ たア ミノ酸が脱 ア ミノされ ケ ト酸 とな り、
さ らに脱炭酸 され還元 され て炭 素数 の1つ 少な いアル コール とな る系(猛hrllch
経路)と 、ア ミノ酸 の生 合成系 の 中間代謝 物で あ るケ ト酸か ら生 成 され る系(生
合成経 路)の2つ の経路 が あ る。
清酒 に特有 な香味 は麹 の寄 与 に よる とこ ろが 大 きい 。麹の使用 量 を変 えて調製
した糖 化液 を発酵 した ところ 、香気 成分 の生成 に違い が認め られ た 。麹 の使 用量
を変 えた場合 に最 も変化 が大 きか った成分 は ア ミノ酸 であ り、麹 使用 量の低 下 に
伴 い含量 が減少 した 。高級 アル コール の生成量 は関連 す るア ミノ酸の消費量 とは
相 関がな く、ア ミノ酸 含量 が少な い場 合 に多 くな る傾 向 にあ った 。
そこで 、 ア ミノ酸含 量の異 な る合成培 地 を調 製 し発 酵試験 を行 った 。その結果 、
Flg,2に示す よ うに、糖化液 の場合 と同様 、関連 ア ミノ酸 の消費 量 との相 関は な
く、ア ミノ酸 含量 が低 い場合 に多 くな る傾 向に あ り、さ ちに最大 生成量 とな るア
ミノ酸 濃度条 件が存 在 した 。イ ソア ミル アル コール 、β 一フェネチル アル コール
につ いては 、最大生 成量 とな った条件 では 、関連す るア ミノ酸 の消費量 に相 当す
る以上 の高級 アル コ ール が生成 され 、生合成経 路の寄 与が高 い もの と推定 され た。
皿一2ア ミノ酸 過系変 異株(カ ナバニ ン耐性株)の 高 級 アル コール 生1ω
清酒 の主要 なエ ステル であ る酢酸 イ ソア ミル は 、基 質 の1つ であ るイ ソア ミル
アル コール の量 に比例 して生成量 が増加す る。また 、酵母 の酢酸 エス テル 生成活
性 はア ミノ酸 含量 が多 い条 件で高 くな る(以 上の 点 につ いては後 で詳述)。 ア ミ
ノ酸含 量が 多 い条 件で は 、イソア ミル アル コール は主 にEhrlichの系か ら生成 さ
れ 、その生成 量 はロ イシ ンの消費量 に比例 して いる 。 しか し酵母 の酢酸エ ステル
生成活 性が高 くな るよ うなア ミノ酸含 量条件 で は、酵母 が優先 して利用す るア ミ
ノ酸 の消 費量 が増加 す るため にロイ シンの消 費量 は相対 的に低下 し、生成 され る
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イソア ミル アル コ ール の量 も低 下 して しま う。そ こで ア ミノ酸 の多 い条件 下 にお
いて も、ロイ シンの消費 を増加 させ 、イ ソア ミル アル コ ール生成 量の増加 、さ ら
には それに伴 う酢酸 イ ソア ミル生 成の増加 を計 る 目的で 、ア ミノ酸透過系 の変異
株 の取得 とその利用 につ いて検討 した 。
各種 ア ミノ酸 の うち アル ギニ ンは酵母 に利 用 されや す く、 しか も1分 子 中に窒
素原 子が4個 あ り、窒 素源 と しては効率的な ア ミノ酸で あ る。酵母 の増殖の ため
に必 要 と され るア ミノ酸の:量(窒素量)は ほ ぼ一定で あ るか ら、アル ギニ ンを利
用で きな い変 異株 では 、その他の ア ミノ酸の消 費量の増 加が期 待 され る。アル ギ
ニ ンの透過系 の欠 損株 は 、アル ギニ ンのアナ ログで あるカナバ ニ ンの耐性 株か ら
分離 され る。 そこで清酒 酵母か らのカナバ ニ ン耐性 株の分 離 を行 い、さ らに分離
耐性株 か ら発 酵試験 にお いて アル ギニ ンの消費量 が少 な く、イ ソァ ミル アル コー
ル 、その他の 高級 アル コール 、さ らに酢酸 イ ソア ミル 生成量 の多 い株 を選抜 した 。
選 抜株 に よる糖 化後発 酵 を行 った結果 、Tablel、Table2に示 す よ うに 、アルギ
ニ ン消費量 の低下 に伴 いバ リン、ロイ シン 、フェニル ア ラニ ン消 費量が 増加 し、
関連す るイ ソブチル アル コ ール 、イ ソア ミル アル コール 、 β一 フェネチル アル コ
ールの生成量 を増加 させ る ことが で きた 。 さ らに酢 酸イ ソア ミル 、酢酸 β一 フェ
ネチル につ いて も増加 させ ることがで きた 。変異株 はアル ギニ ンの取 り込 み能 が
親 株 に比べ低 下 して いた 伊ig,3)。
π一3ア ミノ 生Aの 一フル ロ フ ェニ ル ア ラ ニ ン 牲 の 幽
Zル コール生 成1D・1の
高級 アル コ ールの生 合成経路 か ちの生成 は 、関連 のア ミノ酸が 多 い場合 に は生
産 物阻害(フ ィー ドバ ック阻害 ・フ ィー ドバ ック抑制)に よ り、その ア ミノ酸 の
生合 成が抑制 され るため に低下 す る 。ア ミノ酸の生合 成抑制 が解除 された変 異株
においては ア ミノ酸生 合成低下 が起 こ らず 、高級 アル コール の生成 の増加 も期 待
され る。抑制解 除変異 株 は一 般 にア ミノ酸 の アナログ耐性株 か ら分 離す る こ とが
で き る。
以 上の よ うな観点 か ら、バ ラ様 の香気 を持つ といわれ るβ 一フ ェネチル アル コ
ール高生産株 の分離 を 目的 と して 、フェニル ア ラニ ンの アナ ログであ るρ フル オ
ロ フェニル ア ラニ ン耐性株 の分離 と分離 耐性株か らの高香気生 成株 の選抜 を行 っ
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た 。エチル メ タンスル ホ ン酸で変異処 理 した協会7号 清酒酵母 か ち耐性株75株
を分 離 した 。分離株 にっ いて 、芳香 族 ア ミノ酸 のアナ ログに対 す る耐性パ ター ン
と芳 香族 アル コール の生成 量 との関係 につ いて検 討 した結果 、耐性 とな った アナ
ログ と関連す るア ミノ酸生 合成か らの芳香 族 アル コールの生 成が 増加す る傾 向に
あ った(Tabl¢3)。すべ ての フ ェニル ア ラニ ンのアナ ログに対 し耐性 であ り、
親株 が耐性 であ るチ ロ シンのアナ ログ に対 して感受性 とな った変異 株 グル ープ
(groupF)で、β一フェネチル アル コール 及び その酢酸エ ステル の生成量 が著 し
く増 大 した(Fig,4)。これ らの株か ら発 酵性 が親株 と遜色 な い株 を選抜 し、糖
化後発 酵法お よび小 スケ ールの清酒 製造試験 を行 った結果 、いず れ も親株 に比 べ
製成酒 中の β一フェネチル アル コ ール 、酢 酸 β一 フェネチル の生 成量が増 加 した 。
官 能検査 では落 ち着 いた調和 あ る香 りと評価 された 。また 、実 験室 株か らも同
様 の方法 に よ りβ一 フェネチル アル コ ール高生 産株 を分 離 し、4胞 子解析 を行 っ
た結果 、これ らの変異 は1遺 伝子 の変異 に よる もの と推定 された14)。
H-4イ ソ ア ミル アル コ ール 耐 性 酵 母 のエ タ ノ ール 耐 性12)
清 酒の主 要な香 気成分 で ある高級 アル コ ール の酵母 に対す る生 理作用 にっ いて
は興 味の ある点で あ る。エ タノールは酵母 の細胞膜 に作用 し、膜 に存在す る物質
透過 系 を阻害 す る。これ はエ タノ ールが物質 透過 のための エ ネル ギ ーを供 給 して
い るH+一ATPase{EC3.6.1、3、}を阻害 し 膜 のプ ロ トン勾 配 を解消 させ るため であ
る とされて い る 。酵母 は 自 ら生産 した高濃 度エ タ ノール に よ り生 育阻害 、発酵 阻
害 を受 けさ らには死滅 に至 る。高級 アル コ ール類 にはエ タ ノール と同様 め作用が
あ りその作 用 は炭素鎖 の長 い ものほ ど強 い とされ て いる 。高級 アル コ ール類 の う
ち最 も生成量 の 多い イ ソア ミル アル コール の酵母 への作用 、さ らには イ ソア ミル
ァル コ ール耐 性株 の分離 とその生 理的性質 につ いて検 討 した 。
清酒 酵母協 会7号 は 、0,6%のイ ソア ミル アル コ ール存 在下 で著 しく増殖 が抑
制 された 。イ ソア ミル アル コール耐性酵母 の分離 を、順次 イ ソア ミル アル コール
濃度 を増加 した培 地 に植 え継 ぐ方法 によ り行 い、最終的 に1%濃 度 で増殖 す る酵
母 を分離 した 。分 離 した耐性酵 母はキ ラー耐性 を示す ほか 、イ ソア ミル アル コ ー
ル存 在下で 親株 が形態 異常 を示 すの に対 し正 常であ る等 の性質 を有 して いた 。さ
らにエ タノ ール 耐性(エ タノ ール存在 下での生 存性)が 、親株 や従来 分離 され て
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いたエ タノ ール 耐性 酵母 よ りも高 か った(Flg,5)。総米100Kgの清酒醸造 試験
で も親株 と変 わ らな い発 酵性 を示 し、もろみ末期の酵 母の死 滅率 も低 く、ア ミノ
酸の少 ない良好 な清 酒が製造 で きた(Table4)。
第 皿 章'酵 ・のエ ス テル 生 4)5)6)7)8)9)13)
皿 一1エ チ ル4一 ヒ ドロキ シ酪 酸 の 生 成9}
清 酒 中 に こ れ ま で 報 告 され て い な い香 気 成 分 を見 い だ し 、 これ が エ チ ル4一 ヒ
ドロ キ シ酪 酸 で あ る こ と を 、ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィー お よびGC-MSに よ り確
定 した 。本 物 質 は 発 酵 期 間 中 に生 成 され 、生 き た酵 母 が 存 在 しな い場 合 に は 生 成
しな い こ と か ら 、 酵 母 に よ り生 合 成 され る もの と推 定 した(Fig.6、Tabie5)。
また 、 この エ ス テ ル は 貯 蔵 中 に 分 解 し γ一一 ブチ ロ ラ ク トン に変 化 した 。エ チ ル
4一 ヒ ドロキ シ酪 酸 の 閾 値 は50ppmであ り清 酒 、糖 化 後 発 酵 酒 中 には20～50pp皿
存 在 す る こ と か ら 、 これ らの 酒 類 の 香 気 特 性 に 影 響 して い る もの と推 定 した 。
皿 一2清 酒 酵 母 に よ る高 級 ア ル コ ール の 酢 酸 エ ス テ ル 生 成 機 構5}・6)・7}・8)
1)ア ミノ酸濃度 と酵母 のエ ステル 生成活 性5}
酵母生菌 体の酢 酸 イ ソア ミル生 成活性 は 、培養時 の ア ミノ酸濃度 が高 い時ほ ど
高か った(Fig,7)。エ ステル生 成酵素 は細 胞膜 に存在 し、細胞膜 の脂質 を構成
す る不飽和 脂肪酸 によ り阻害 され る。酵 母菌体脂肪酸 組成 は 、ア ミノ酸濃 度 が高
いほ ど飽和脂 肪酸 の比 率が 高 く、不飽和脂肪 酸比率 は低 か った 。
2)高 級 アル コ ール生 成量 とその 酢酸エ ステル生成 との関係5}・6}・7)・8}
① 酢 酸 イ ソ ア ミル の 生 成5}・ω
酢 酸 イ ソア ミル は 酵 母 細 胞 膜 に 存 在 す るalc。h。1ac¢tyRransferase{AATFase}
{EC2,3,1,84>によ るa《etyl-C。Aとイ ソ ア ミル アル コ ール の 縮 合 反 応 に よ り生 合
成 され る 。 基 質 の1つ で あ る イ ソ ア ミル ア ル コ ール を 発 酵 時 に 添 加 す る と 、添 加
量 に 比 例 して 酢 酸 イ ソ ア ミル の 生 成 量 も増 加 した 。 こ の 時 ア ミノ酸 濃 度 を高 くす
る と酵 母 生 菌 体 の 酢 酸 イ ソ ア ミル 生 成 活 性 が 高 くな る た め 、 さ ら に 生 成 量 が 増 加
した 。 イ ソ ア ミル ア ル コ ール を 添 加 しな い場 合 は 、 ア ミ ノ酸 濃 度 が 高 い 条 件 で は
生 成 活 性 は 高 くて も イ ソ ア ミル ア ル コ ール 生 成 量 が 少 な いた め に 、 ま た ア ミ ノ酸
濃 度 が 低 い条 件 で は イ ソ ア ミル ア ル コ ール 生 成 量 は 多 い が 生 成 活 性 が 低 い た め 、
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いず れ の 場 合 で も酢 酸 イ ソ ア ミル 生 成 量 が 少 な く 、生 成 が 最 大 に な る よ うな 最 適
ア ミ ノ酸 濃 度 は これ らの 中 間 に 存 在 した(Fig,8)。
② 酢 酸 β 一 フ ェ ネ チ ル の 生 成7》
酢 酸 β 一 フ ェ ネ チ ル の 生 成 は 酢 酸 イ ソ ア ミル 生 成 の 場 合 と類 似 してお り、酢 酸
イ ソ ア ミル 生 成 活 性 と β 一 フェ ネ チル アル コ ール 生 成 量 とに 依 存 して い た 。AATF
aseの粗 酵 素 と して 細 胞 膜 画 分 を用 い た 場 合 、酢 酸 イ ソ ア ミル と酢 酸 β 一 フ ェ ネ
チル の 生 成 間 には 高 い相 関 が あ り、 両 エ ス テ ル は 同一 酵 素 に よ り生 成 され て い る
もの と推 定 さ れ た(Tab且e6)。
③ 後 発 酵 に よ る酢 酸 イ ソ ア ミル の 生 成8)
イ ソ ア ミル アル コ ー ル 濃 度 は 発 酵 後 期 に 高 く な る が 、 酵 母 の 酢 酸 イ ソ ア ミル の
生 成 活 性 は 発 酵 後 期 に は 低 下 す る 。 発 酵 後 期 、、あ る い は 発 酵 終 了 後 に 酢 酸 イ ソ ア
ミル 生 成 活 性 の 高 い 酵 母 を用 い て 後 発 酵 を 行 うこ とに よ り、酢 酸 イ ソ ア ミル 、酢
酸 β 一 フ ェ ネ チ ル の 含 量 を増 加 させ る こ とが で きた(Fig、9)。
皿 一3Alc。h。lacety1毛ransferase{EC2,3。1.84}の精 製 と諸 性 質B}
清 酒 酵 母 協 会7号 のAATFaseの精 製 を試 み た 。 ① 粗 酵 素 の 調 製 は 液 体 窒 素 に
よ り一140℃ で 凍 結 破 砕 した 菌 体 か ら遠 心 分 離 に よ り膜 画 分 を得 、界 面 活 性 剤 で
可 溶 化 す る こ と に よ り行 った 。 安 定 化 剤 と して グ リセ ロ ール15%を 添 加 し、一80
℃ で 保 存 した 。 ② 硫 安 塩 析 、高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に よ る分 取 疎 水 ク ロ
マ ト、陰 イ オ ン交 換(DEAE)ク ロ マ ト、 ク ロ マ トフ ォ ー カ シ ン グ に よ り比 活 性 約
800倍ま で 精 製 した(Table7)。 ③ 部 分 精 製 酵 素 の 諸 性 質 の 検 討 至 適 温 度:
30℃ 熱 安 定 性=10℃ 以 上 で 不 安 定 至 適pH:7-8pH安 定 性:6.5～7,0
重 金 属(Cd,Zn,Cu,Hg,Ag)によ り阻害 。SH阻 害 剤 に よ り阻 害 。 等 電 点5。5
④ 分 子 量 は ゲ ル 濾 過 と 、NativePAGE分画 後 のSDSPAGEの結 果 か ら約50、000と推
定 した(Table8)。
樋
(1)糖化 と発 酵 を分 離 した形式 によ る醸造 酒の製造 法 を設定 した 。②高 級 アル コ
ールの生成 とア ミノ酸濃度 との関係 を明 らかに した 。③ その結果 に基づ き、ア ミ
ノ酸透過 系の 変異株 、ア ミノ酸生 合成制御系 の変異株 を育種 し、その利 用に よっ
て 、香気 成分 の多 い清酒 の製造が 可能 とな った 。④ イ ソア ミル アル コール 耐性 酵
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母 が高 いエ タノ ール耐性 を持つ こ とを見 いだ し、その利 用 によ りア ミノ酸の少 な
い清酒 が製造 で きた 。(5)清酒 中の存在 が報告 され ていな か ったエ ス テル で ある 、
エ チル4一 ヒ ドロキ シ酪酸 を同定 し、酵母 によ り生 合成 され る こ とを明 ちか に し
た 。⑥ 高級 アル コール の酢酸エ ス テル 生成機構 を、ア ミノ酸濃度 と酵母のエ ステ
ル生成活 性 との関係 か ら明 らか に した 。(7)酢酸エ ステル 生成酵 素の精製 を行 いそ
の諸性質 を明 ちか に した
近年 、特 に清 酒 の高品 位化 を 目指す 目的で 、香気 成分 に関す る多 くの研究 がな
され ている 。酵母 に よる香 気生成 に関 しては未解 明の こ とも多 く、今後 さらに研
究 が進め られ る もの と考 え られ る。本論文 にお け る成 果 を さらに発展 させ る方 向
と して 、① 主要 な香 気成分 で まだ生 合成系 の不明の もの の生成系 の解明② 高香 気
生 成 ア ミノ酸 アナ ログ耐性 酵母 の遺伝的背 景の解 明 とその遺伝子 の利用③ エ ステ
ル 生成酵素 の構 造遺伝 子 の クローニ ング とその利用等 が挙 げ られ る。酵母 によ る
香気 生成 に関 し、現在 の主要 な課題 と本論文 の結果 をま とめFig,10に示 した 。
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Table1.Absorptionofaminoacidsandfermentationpropertiesofraki-yeastand
ttsL-canavanmeresistantstrains.
CanavanineCellEthanolnumb
er,,,,.sensluv'ty
く×1。・ノmb(%)
Absorptionofaminoacids
nmol/10'cells
Total
(X10')ArginineValineLeucine
kvokaino.7
'
kyokaino.7CanR7a)
kyokaino.7CanR8
kyokaino.7CanR25
sensrttve
resistant
resistant
resistant
8.04
i.92
9.46
8.95
iz.z
12.4
11.4
11.8
1.90
2.49
1.95
2.01
ユ75
54
29
13
65
is
工21
izo
172
248
209
213
kvokaino.701'
kvokaino.701CanR9ユ 〕げ
sensitive
reststant
9.66
10.21
11.7
10.9
1.56
ユ.48
130
14
?
「
?
?
??
104
ユ49
'>canavanineresistantmutantselectedfromkyokaino.7an ky kaino.701
"
Saccharifiedso]utionpreparedwithrlceandrice -kQjiwasfermerltedwith
eachsしrainsatl59CwiしhcoΩtinuousstlrrin9 .Yeastinoculumsizewa5
5xlO`cells/用1.
TableZ.Formationofaromacompoundsbysake-yeastandbyitsL-canavanineresistantstrains.
Alcohol(ppm) Ester(ppm)
ガ・BuOHガーAmOHβ 一PhEtOH!」AmOAcβ・PhEtOAcEtOC6
AATFase
,、。C、(nmole/h,10ｮcell)
kyokaino.7
kvokaino.7CanR7
kvokaino.7CanR8
kvokaino.7CanR25
?
?
?
?
?
?
?
??
??
125
166
189
182
?
?
?
?
?
?
??
?
??
2.8
4.5
7.0
7.0
0.5
i.s
1.9
1.5
0.63
0.si
O.32
0.41
0.52
0.53
0.46
0.36
?
?
?
ー
??
?
?
?
kvokaino.701
kyokaino.701CanR9
?
?
?
?
?
?
91
124
?
??
?
??
z.i
3.1
0.4
1.7
0.47
0.ss
0.47
0.49
?
??
?
?
?
Alcoholacetyltransferase(AATFase)activityofintactcellswasmeasuredaccordingtothemethodof
Yoshioka8!αムanddatawereexpressedasthemeanofresultsmeasuredat2,3,4,5,and7days
offermentation.
i-BuOH,isobutylalcoho1;i-Ar㎡〕H,isoa鵡ylalcohol;β一PhEtOH,β一pheny王ethylalc◎hol
i-AmOAc,isOamy正acetate;β一PhEtOAc,β一phenylethylace捻te;Et㏄6,ethylcaproate;滑
EtOC8,ethy工caprylate
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?ebl23.Resis[ancetophenylalanineandtyrosineanaloguesandproductionofaromacompoundso(p-FPAresis[antmutants
Stra五n
Number
of
s匡rain
Resistancecoanalogues(0.5mg/ml)Aromacompound'(mg/!1
ρ一FPA例一FPAo-FPAThiAlaノη.FTyrβ・PheOHTyrOHTrpO9β一PhoOAc'・AmOH'一AmOAc
Phenylaianine
consumption
(mM)
K-7(wild)
M凱ants
GroupA
GroupH
GroupC
GroupD
GroupE
GeoupF
i
?
?
?
?
?
?
?
?
?」
5 5
?
?
?
?
?
?
5 S r
?
?
?
?
?
?
28
59
69
43
65
89
479
Zz
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
4
?
?
?
?
?
???
4.9
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
137
184
jai
163
!92
180
166
o.zz
0.33
0.41
0.32
0.34
0.36
0.49
o.za
0.36
0.31
0.47
0.a6
0.61
0.39
盈Meanvaluesofconcenτra【ionofaromacompoundsproducodbyeachmu【antgroup:ρ・FPA
,ρ・且uoro・DL-ph¢ny亘aianlnc;ノη一FPAげη一自uoro-
Dレpheny国anine;o。FPA,o一伽oro-Dレphenylalanlnc;ThlAla,β・2・thlenylalanlne;1アτ。FTyr,〃・伽oro-DL一【yrosine;PhcOH,β一phencthylaicobo1;
TyrOH,tyrosol;TrpOH,tryptophol;B-PheOAc,/i-phenethylacetate;i-AmOH,isoamylalcohol:i-AmOAc,isoamylacetate,r,_｢rownon
YNBmediumplacecontainingO.5mg/mlofeachanalogueat30ｰCfor4-7d;s,notgrownunder:hesameconditions.
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Fig.4.RelationshipbetweenconcentrationsofO -Phenethylalcohol
ande-Phene七hylace七a七ei・ ヒhe1オqu。rsfe.肥n七edwゴ 七h
kyokaino.7anditsp-FPAresistantmutants .
a)r,correlationcoefficientｰ** ,significanceat171evel;
Symbolsshowthepointofkyokaino .7(wildtype)(G),mutantsof
9「。upA(▲)・9・ 。・pB(ロ 〉,9・ 。upC(層) ,9・ 。・pD(×),9.。.pE(.)
andgroupF(O)inTable3respectively .p_FPA,p-fluoro-nL-phenylalanine
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Ccllviabilitywasmeasuredbymethylenebluestain-
ingafterthecdlswereculturedfor7daysat15ｰCin
O.1Macetatebuffer(pH4.2)containing1%
glucoseanddifferentconcentrationsofethanol.
Valuesarethemeansandrangesofduplicate
experiments.
TableQ.Propertiesofta,FtmadewithKyokaino.7anditsisoamyl-alcohol-tolerantmutants.
Brewing
time
(D)
Cell
(×108!9)
? EcOH
(%)
蝕
meter
Acidity Amino
acidity
R.S.
(%)
Sen.
Ev.
K-1
AA。6
1AR-1
1AR-3
1AR-6
1AR-12
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
1.7
2.4
2.2
2.4
2.1
1.fi
?
?
?
??
ー
?
?
??
?
20.0
20.4
20.3
19.0
20.1
20.3
一z
十3
0
-3
-1
0
3.2
3.6
3.6
3.1
3.4
3.4
3.0
2.5
2.6
z.a
2.7
2.7
3.6
2.4
4.0
3.6
3.6
2.2
2.1
3.3
2.7
3.]
2.5
2.1
Aromaticcompound(ppm) Organicacid(ppm)
i-BuOH i-AmOH i-AmOAc PyruvataMalay SuccinateLaCtaに.Acetata
K-7
AA・6
1AR-1
1AR-3
1AR-6
1AR-12
?
》
?
?
?
??
?
?
?
?
?
??
?
??
?
」
185
173
179
172
rn
184
5.8
5.8
5.1
3.4
4.7
5.8
0
193
151
234
165
s2
426
966
790
sos
ｻ>
693
658
910
866
866
869
843
442
600
556
572
563
594
420
143
348
328
326
430
R.S.,Reducingsugar;Sen.Ev.,Sensoryevaluation;i-BuOH,isobutylalcohol;i-AmOH,isoamylalcohol;i-
AmOAc,isoamylacetate.
℃c11"and"MB"肛ethccellnumbαandperccn【ageofcellsstaincdwithmethyieneblueatthccnd。f琵mentation.
Scoresofsensoryevaluationwere1.0,2.0,and3.0,correspondingtogood,ordinary,andpoor.Thescoregivenfor
eachsakeisthemeanofpointsgivenbysixpanelmembers.
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Fig,s.Courseofethyl4-hydroxybutyrateformation
duringfermentation.
Saccharifiedsolutionpreparedwithpolished
riceandrice-kojiwasfermentedbyK-7at15
ｰC
withcontinuousstirring.Yeastinoculum
sizewas5×10ｰcells/ml.
Table5.)iffectsofyeastonethyl4-hydroxybutyrateformation.
EtOH
(%) pH
Et4-HyAuliy-RuLa
(ppm)(pPm)
Atgdaysafterfermentation 8.8 3.6 19 o.s
Aftertreatment Atgdaysaftertreatment
EtOH
(90)
EtOH
(%) pH
Et4-HyBuHy-BuLn
(ppm)(ppm)
Treatmentatgdaysafterfermentation
Partl
Part2
Yart3
Part4
AddedEtOH
Addedwater
Addedunlivingcells
Removedcells
ii.s
8.4
13.9
13.9
17.1
13.0
13.7
13.S
4.0
3.8
4.0
3.8
?
?
?
?
》
?
?
?
?
3.5
4.2
1.5
1.]
Fourhundredandfortymlofthefermentationsolutionwasdividedinto4equalpartsgdaysafter
fermentation.Partlwasmixedwith6.6mlof50yb'ethanol.Part2.vasmixedwith6.6mlofwater.
Yeastcellswereseparatedfromthebrothbycentrifugationandreturnedtothebrothafterkillingwith
6.6mlofethanolinPart3.Part4wasmixedwith6.6mlethanolafterseparatingyeastcells.Aftereach
treatment,4partswerestirredforgdaysat15ｰCandformationofethyl4-hydroxybutyrate(Gt4-IiyRull)
andγ 一butyroiactone(γ一BuLa)weremeasured.
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Fig.7。Changesinalcoholacety!transfヒraseactivity
oftheyeast.
Yeastcellswerecollectedbycentrifugationand
washedtwicewithsterilizedwater.Thereaction
mixtureforassayoftheenzymeactivitycontained
O.5mlofyeastcells(1～2×108),0.5mlof45m.M
isoamylalcohol,andO.Smlof3/10MTris-HCl
buffer(pH7.S).InaIOmlvialwithstopper,1.5
mlofthereactionmixturewasincubatedfor60
minat?5ｰC:Theisoamylacetateproducedwas
assayedbyhead-spacegaschromatography.
Decailofassaywasdependedonmethodby
Yoshiokaela1.Tsoamyl-acetate-formingactivity
intheculture(ppm/mlofculture)wascalculated
fromthealcoholacetyltransferaseactivityofthe
yeastandthenurnberofcellsinこhecu工ture・
Aminor題iしrogen(㎎N/」≧)
136()整210△,300▲,352[コ,551×
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Fig.9.Changesofisoamylacekate,glucose,ethanol
andE/Aratioduring'secondaryfermentation'by
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Table6,Isoamylacetateandβ 一phenyle血y1acetate.ξorπ1ingactivityofyeastceLi
membranefraction.
:dembrane
fractionA
ロユea口
Me皿bra且o
fraction
(㎎pr。te血)
i
i
?
?
?
?
Meロコbrane
fractionB
mean
?
?
?
?
Acetateestersformingactivity
二80a竃ニフLacetate r-phenyiethylacetate
μ9ノロ19proしhz' nmole/mgproGhrlpg/mgprot.hrinmole/mgproshr
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
324
25.8
29.1
t
zi.s
2広1
23.9
1
4.32
5.eO
?
?
?
?
?
?
=
25.8
3よ5
29.7
22.1
2工.8
21.9
唱
YeasccellmembranefractionwaspreparedaccordingtoYoshioka'smethodThereactionmixtureforassayof
theacetaceestersformingactivitycontainedcellmembranefraction(fnO.5mlofO.3mMTris-HCIbuffer(pH7.5)),
0.5m`。f婚 皿Mi9。amylalc。h。1・rβ一phenylethylaエc。holandO・5皿'。fO・8田MacetyレC・んReac=i。nandanalysig
ofacetateesterswerethesameastheassayusingintactcells.
MembranefractionaandBwerapreparedseparatelyfromyeas4Kyokai-7.
Table7.Purificationofalcoholacetyltransferase
fromsakeyeast(5.σ θrθu15ゴ∂θ)
Steps
'1'otal
protein
(mg)
Total
activity
(munits)
SpecificYield
activity(%)
(munits/mg)
?
?
?
3.
?
?
?
?
?
?
Disruptedcell
Solubilized
fraction
(NH,):SO,
fractionation
BiofineHIC-PH
DEAE-5PW
Mono-P
6973
614
546
7.1
0.26
0.ozi
1622
786
Los
230
35
4
0.22(
1.28(
1.29(
1)
6)
6)
32.39(140)
134.62(578)
190.45(818)
100
48
44
14.2
a.z
O.25
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Table e.Propertiesofalcoholacetyltransferase
(Sacc6aromycescerevisiae)
f omsakeyeast
Locality
Molecularweight
Isoelectricpoint
effectoftemperature
activity
stabili.ヒy
Effectofp}i
activity
stability
Effectsofmetalions
Effectofinhibitor
associatedwithcell
～50000～
5.5
30ｰL
10ｰC>
揃embrane
pH7.0-8.O
pH6.5-8.5
inhibitedcompletelyby
CdCl:,CuSO.,HgCl,andAgNO,
notactivatedbyanymetalion
inhibitedcompletelyby
PCMB,DTNBandTNBS
notinhibitedby
EDTA.DFPandPMSF
Glucose
i
}lydroxyacids
4-9ydroxybutyrate
a-9ydrozyisocaproate
酵素? Ethyld-hydroxybutyrate
イ シ ン 酸 エ チ ル
Glucoseウゆ ・ウPyruvate→,Aeetaldehアde-Ethano1
j
↓
↓
a一%etoacids
li
jAcetylCoA
A載h,de
noacids
A.inoacids
MalonylCoA
冴 ㎞1㎝in?
SFA
AcetylCoA
CaproylCoA(Caproate)
CaprylylCoA(Carylate
CaprylCoA(Caprate)
Bigheralcohols
/
desaturase
USFA ミク ロ ゾー ム画 分
膜 脂 質
SFA
USPA
th卸o!
Esterase
Alcoholacyltransferase
β一酸化SF◎
Alcoholacetyitransferase
膜 酵 素
阻害
ミ トコ ン ド リア
Ethylacetate
Et6Ylcaproate
Ethylearylate
Et6ylcaprate
高 級 ア ル コー ル 高級 アルコールの酢酸 エステル
リ コ
Fig.10.Biosynthesisofalcoholsandestersin5≧ ～σoカ∂」ro〃リノcθ50θrθレ15ノ∂θづ
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審 査 結 果 の 要 旨
清酒醸造は糖化 ≧発酵が同時に進行する複雑な反応過程であり,その制御管理は問題が多い。
一方,清酒の香気成分は醸造種の品質に大きく影響を与える要因であるが,そ の生成機作につい
ては充分解析されていない。本研究は糖化と発酵を分離 した糖化後発酵法を確立 し,清酒酵母の
香気生成機構解明とその応用による香気成分に富む醸造酒製造を目指して研究を行ったものであ
る。
著者はまず糖化後発酵による清酒醸造法を確立するための好適な糖化条件 と発酵条件について
明らかにし,ついで清酒酵母の高級 アルコールの生成 とアミノ酸濃度 との関係を明らかに した。
その結果をもとにカナバニン耐性株からアルギニソ透過系の欠損株を分離 し,そのなかから発酵
試験においてイソアミルアルコール,β 一フェネチルアルコールとその酢酸エステルを増加生産
する株を選択することができた。つぎにアミノ酸生合成の抑制が解除された株を取得する為にβ
一フルオロフェニルアラニン耐性株を分離 してこのなかからβ一フェネチルアルコールとその酢
、
酸エステル生成量を増加生産する株を選抜 し,これら変異株を使用する事により香気成分に富む
清酒の製造を可能にした。またイソアミルアルコール耐性酵母が高いエタノール耐性をもつ こと
を見いだし,その利用によりアミノ酸の少ない良好な清酒を製造する事ができた。
さらに清酒中に存在が知られていなかったエステルであるエチル4一 ヒ ドロキシ酪酸を同定 し
酵母により生合成 される事を明らかに し,酒類の香気特性に影響する事を推定した。また,高級
アルコールの酢酸エステル生成活性は,培養時のアミノ酸濃度が高い時ほど高いこと,酢酸イソ
アミルと酢酸 β一フェネチルの生成について高級アルコール生成量とその酢酸エステル生成との
関係を明らかにした。
最:後に酵揖 より酢酸エステル生成酵素の精製を行いその諸性質を明らかにした。
以上のように本論文は糖化後発酵法による清酒醸造の基礎的条件の確立 と酵栂変異株の育種と
その利用により香気成分に富む清酒製造を可能に し,さらに清酒中に新 しい香気成分エチル4一
ヒドロキシ酪酸を発見し,また香気成分である酢酸エステルの生成酵素の性質を明らかにしたも
ので,これらの知見は清酒酵母の香気生成機構について学問的知見を加えるだけでなく,香気成
分に富む清酒醸造 という応用に寄与する点も大きいと思われ,審 査員一同は著者に農学博士の学
位を授与するに値するものと判定 した。
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